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S3) Einkompohenten-Gewebeklebersowie Verfahren zu seiner Herstellung 



Es wlrd eln Einkomponenten-Gewebekleber, enthaltend in 
wa&riger Losung Fibrinogen, F XIII, einenThrombininhibftor, 
Prothromblnfaktoren, Calciumionen und gegebenenfalis 
einen Plasmininhibitor, sowie ein Verfahren zu seiner Her- 
stellung beschrieben. 

Dieser Kleber kann aus einer lyophtlisierten Form mit Was* 
ser rekonstttulert werden. Er kann alio Wirksubstanzen in 
pasteurisierter Form enthalten und 1st dann frei vom Risiko 
einer Hepatitis- und HTLV-III-Obertragung. 
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1. Gewebekleber, enthaltend in wassriger Ldsung 
Fibrinogen, F XIII, einen Thrombininhibitor, Pro- 
thrombinfaktoren und Calciumionen sowie gege- 
benenfalls einen Piasmininhibitor. 

2. Gewebekleber nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB er in fester Form vorliegt 

3. Gewebekleber nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB alle in ihm enthaltenen Wirksub- 
stanzen pasteurisiert sind. 

4. Gewebekleber nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB er in Losung 70-90 mg/ml Fi- 
brinogen, 10-30 E/ml (bezogen auf F II) Pro- 
thrombinfaktoren f 0,5-1 mmol/l Calciumionen 
und 0,1 - 1 IE/mi AT III enthalt 

5. Gewebekleber nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB er als Piasmininhibitor Apriloti- 
nin oder alpha 2-AntipIasmin enthalt 

6. Gewebekleber nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB er als Thrombininhibitor Anti- 
thrombin II I, Hirudin oder H eparin enthalt. 

7. Gewebekleber nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB er in 1 ml L6sung 

65— 1 15 mg Humanfibrinogen, 

40— 80 E Faktor XIII, 

1 —50 IE PPSB (Prothrombinfaktoren), 

bezogen auf F II (Prothrombin), • 
0,01 —50 IE Antithrombin III, 
0,1—5 mmol Calciumionen und gegebenenf alls 
1 _ i o 000 KIE Aprotinin 

enthalt 

8. Verfahren zur Herstellung eines Gewebeklebers 
nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
man zu einer gegebenenfalls pasteurisierten und 
gegebenenfalls sterilfiltrierten wassrigen isotoni- 
schen Losung von pH 7,5, die mindestens 16 g/1 
Humanfibrinogen, 2 g Atome Caicium/mol Fibrino- 
gen und 1 —6 g/1 L-Argininmonohydrochlorid ent-. 
halt, so viel einer gegebenenfalls pasteurisierten 
Losung von Human-Faktor XIII, von Human-Al- 
bumin, von Prothrombinkonzentrat, von Anti- 
thrombin HI und von Aprotinin sowie gegebenen- 
falls Na-Glutaminat und lsoleucin zugibt daB die 
lyophilisierte Losung nach Rekonstitution in 1/4. 
des AbfQllvolumens diese Stoffe in folgenden Kon- 
zen trationsbereichen enthalt: 

65 — 1 1 5 mg/m! Humanfibrinogen, * 

40—80 E/ml Faktor XIII. 

4—40 mg/ml Human-Albumin, 

1 —50 IE/ml PPSB (Prothrombinfaktoren), 

bezogen auf F II (Prothrombin), 
0,01 —50 IE/ml Antithrombin III 

und gegebenenfalls 
1 — 10 000 KIE Aprotinin/ml und 
0—20 g/i Na-Glutaminat und 

0—20 g/I lsoleucin 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft einen Gewebekleber, dcr Fibri- 
nogen, Faktor XIII, einen Thrombininhibitor, Prothrom- 
binfaktoren, Calciumionen und gegebenenfalls einen 
Piasmininhibitor enthalt Durch an der zu verkiebenden 
Wunde naturlicherweise vorhandene Acceleratoren 



wird aus dem Prothrombin des Klebers das zur Klebung 
ndtige Thrombin freigesetzt * . . 

Als Ergebnis der physiologischen VorgSnge bei der 
Reparation von LSsionen menschlicher oder tierischer 

5 Gewebe sch&gt sich im Verletzungsberetch Fibrin nie- 
der. Dies wird dadurch ausgelGst, daB aus den verletzten 
Zellen Thromboplastin ausstrdmt, das beim Kontakt mit 
dem Plasmafaktor VII den Faktor-X-Aktiyator bildet 
der dann zusammen mit dem Faktor V und im Komplex 

to mit Phospholipiden und Calcium ' Prothrombin in 
Thrombin umwandelt Unter der Wirkung von Throm- 
bin wiederum entstehen ttber die Abspaltung der Fibri- 
nopeptide A und 5 aus dem Fibrinogen Fibrinmonome- 
re, die durch Aggregation Fibrinstrtage bilden, die vom 

ts F XHIa, einer Transglutaminase, die ebenfalls durch 
Thrombin aktiviert wird, unter Bildung von Isopeptid- 
- bindungen kovalent vernetzt werden. Ein . Inhibitor, 
namlich das alpharAntiplasmin, wird vom Faktor XIII 
an die Kbrinstrange gebunden und schOtzt diese- vor 

20 dem Abbau durch Plasmin. . - : * 

Dieser Ablauf der Hamostase und Wundheilung mOt 
erkennen, dafl neben dem Fibrinogen als Substrat zwei 
Enzyme erforderlich sind: das Thrombin und der Faktor 
XIII. 

25 " Dabei ist es Aufgabe des Thrombins, sowohl das Fi- 
brinogen als auch den Faktor XIII zu aktivieren. das 
heiBt in ihre reaktionsfahige Form umzuwandeln. Das 
ist im Falle des Fibrinogens das Fibrinmonomer und im 
Falle des Faktors XIII die katalytisch aktive Transgluta- 
30 minase(FXIIIa). 

Aus EP 00 68 047 ist eine angereicherte Plasmafrak- 
tion bekannt, die als WundverschluB geeignet ist und 
Fibrinogen, einen Fibrinolyse-Inhibitor und Thrombin 
oder Prothrombin in einem wasserfreien System ent- 
35 halt Dieser Kleber kann nicht in Wasser aufgeldst son- 
dern nur als Pulver appliziert werden, was fur die An- » 
wendung von Nachteil ist Wenn das Gemisch in Wasser 
gelost wird, reagieren die Komponenten miteinander 
und es entsteht ein GerinnseL 
40 Es ist fQr einen Einkomponenten-Kleber mit Wasser 
als LSsemittel.schwierig, die Wirksubstanzen so und in 
solchen Mengenverhaltnissen zu kombinieren, daB wSh- 
. n - rend der Herstellung des Klebers, der Rekonstitution 
mit einem Losungsmittel und der Bereithaltung fUr die 
45 Anwendung keine vorzeitige und unerwiinschte Akti- 
, ' vierung erfolgt und zum anderen.aber nach dem Auf- 
",/.*, bringen auf die Klebestelle eine gentigend hoheFestig- 
: keitrelativschnellerreichtwird ' r ; H ; ! ; 
r . . Oberraschenderweise wurden,'Bedingungen* gefun- 
50 den, die eine reproduzierbare Herstellung eines prak- 
tisch handhabbaren Einkomponentenklebers in einem 
physiologischen Milieu erm6glichen.H>; - ^ 

Vorraussetzung far die Herstellung und Verarbei- 
tungsfahigkeit eines solchen Einkomponentenklebers 
55 sind optimal aufeinander abgestimmte Konzentrationen 
von Fibrinogen, Piasmininhibitor, F XIII, Prothrombin- 
konzentrat, Thrombininhibitor und Calciumionen- Das 
trifft im besonderen MaBe f ttr AT III als Thrombininhi- 
bitor und Calciumionen zu, da die Calciumionen fur, die 
60 Aktivierung der Gerinnungsfaktoren essentiell sind. 
Hohe Konzentrationen beschleunigen die Thrombinbil- 
dung, kleine verzdgern sie. Daher ist eine optimale Kon- 
zentration von Calciumionen erforderlich. Da sich bei 
einer solchen die Bildung von Thrombin nicht ausschlie- 
65 Ben laBt, ist die Kombination mit einem Thrombininhibi- 
tor, vorzugsweise AT HI zweckmaBig^ Denn einerseits 
muB bei der Herstellung des Kiebers die Bildung von 
Thrombin ausgeschlossen werden, andererseits muB der 
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* - J Kleber schnell ein festes Gerinnsel bilden, wenn beim 
Kontakt mit Wundoberfiachen die Gerinnung, das heiBt 
' die Abscheidung eines Fibrinfilms ausgelSst wird. Dem- 
zufolge ist die Herstelliing eines Thrombin-haltigen Ein- 
komponentenklebers und seine Anwcndung in w8ssri- 5 
ger Ldsung nicht denkbar, und auch Prothrombin IfiBt 
sich nur unter Bedingungen verwenden, die eine Akti- 
vierung zu Thrombin wlhrend der Herstellung und Vor- 
bereitung zur Anwendung verhindern. Dazu gehfirt die 
~ l 1 Einstellung bestimmter Konzentrationen an Thrombin; to 
"^ inhibitor und Calciumionen.* / ■ 

tub .i Gegehstand der Erfindung ist deshalb ein Gewebe- : 
kleber. enthaltehd in w&ssriger L5sung Fibrinogen, F , 
™° XIII,* 1 einen Thrombihinhibitor, Prothrombinfaktoren, , 
Calciiimionen urid gegebenenfalls einen Plasmininhibi- is 

^VtorJ f * «' . .«<u':-. 4 #i . 

**W:tr Es W ar iiberraschend, daB Fibrinogen zusammen mit 
r}q: Prothrombinals sogenannte hypercoagulabile Ldsung, 
UV: die zudem noch Calciumionen und AT 111 enth&It, abge- 
fallt und als Gewebekleber verwendet werden kann. 20 
Ein solcher erfindungsgemaBer Kleber kann in eine 
' Ul feste 1 Form * gebracht, * beispielsweise lyophilisiert, und 
' - 1 mit Wasserrekohstituiert werden. Er kann alle Wirk- 
; substahzen in pasteurisierter Form enthalten und ist 
dann frei vbm Risiko einer Hepatitis- und HTLV III- 25 
Obertragiing."^v ^u- , 

Das Mischungsverhaitnis der Wirksubstanzen Fibri- 
nogen; Plasmininhibitor, F XIII, Prothrombinfaktoren, 
Calciumionen urid AT III ist derart, daB keine vorzeitige 
Aktivierung auftritt, daB aber das Gemisch beim Ron- 30 
il takt mit Wundoberfiachen spontan gerinnt und Fibrin 

3 abscheidet. ;J ■»■' * . 

r *Die Zeit in der dies geschieht, entspricht den klini- 
' schen Erfordernissen. Der erfindungsgemaBe Einkom- , 
; s pbnentenkleber unterscheidet sich in seiner Wirkung 35 
: r nicht von den Zweikomponenten-Systemen des Standes , 
: derTechnik. . 

} , ? Die Wirksubstanzen sind in diesem Kleber so ge- . 
mischt, daB in der Anwendungsldsung die Konzentra- ; 
tion von Fibrinogen bei 70—90 mg/ml und die der Pro- 40 
thrombinfaktoren zwischen 10 und 30 E/ml, bezogen auf 
F II, liegt Die Konzentration an Calciumionen, die im r t 
Kleber zum Teil gebunden an Protein vorliegen, soli in 
der Anwendungslfisung bei 0,5-1 mmol/1 liegen. Als r 
Thrombininhibitor, beispielsweise AT III*. Hirudin oder 45 
Heparin, wird vorzugsweise AT III in einer Konzentra- j" 
tion von 0,1 - 1 E/ml Gewebekleber verwendet; in die-. ** . ' 
ser Konzentration verhindert es bei den oben genann- 
ten Konzentrationen an Prothrombinfaktoren und Cal- 
ciumionen eine vorzeitige Fibrinbildung. Andererseits 50 
kann diese aber begflnstigt werden, wenn dies von der 
Indikation her wflnschenswert erscheint. Zu diesem 
Zweck kann man den lyophilisierten Kleber in einer 
hbheren Calciumionen- Endkonzentration als 0,5 — 1 
mmol/1 losen. Dies erfordert allerdings eine schnelle An- 55 
wendung nach der Rekonstitution. 

Zur Herstellung des Klebers werden die Wirksub- 
stanzen zunachst in mfiglichst aktiver und gegebenen- 
falls pasteurisierter ldslicher Form hergestellt. Die Fi- 
brinogenkonzentration sollte moglichst hoch sein, da eo 
die Klebefestigkeit mit steigender Konzentration zu- 
nimmt Das Fibrinogen kann beispielsweise nach der EP 
01 03 196 hergestellt und pasteurisiert und nach EP 
00 85 923 durch Zusatze vom Typ harnstoff- oder gua- 
nidinreste-enthaltende Verbindung auf die gewOnschte 65 
Ldslichkeit gebracht werden. Faktor XIII kann gem&B 
EP 00 18 561 und die Prothrombinfaktoren k6nnen nach 
EP 00 56 629 pasteurisiert werden. 



Die Wirksubstanzen des bevorzugten erfindungsge- 
mSBcn Klebers bcstehen im Prinzip aus Humanfibrino- 
gen in einer mdglichst hohen Konzentration, angerei- 
chcrt mit Fakior XIII und den Faktoren des Prothrom- 
bin komplcxcs (Faktor II, VII. IX und X). Calciumionen 
sowic Anlilhrombin III. Der Gewebeklebstoff enthalt 
ferner einen Inhibitor, der Plasminogenaktivatoren und/ 
oder Plasmin inhibiert und damit das entstandene Fibrin 
vor einem Abbau durch Plasmin schfltzt Dieser Inhibi- 
tor kann als Begleitsubstanz des fflr die Klebung ausge- 
wahlten Fibrinogens vorliegen, wird aber vorzugsweise 
in Form von Aprotinin dem Kleber zugesetzt Zur Ver- 
besseruhg der Rekonstitution des Gewebeklebstoffes 
nach Lyophilisation kann dieser Albumin und/oder Sub- 
stanzen, die den Harnstoff- oder Guanidinrest enthalten, 
sowie gegebenenfalls auch eine AminosSure mit hydro- 
phober Seitenkette oder eine wasserl6s!iche FettsSure 
und weiterhin Heparin enthalten. 

FQr die Zubereitung des Gewebeklebstoffes kommt 
vorzugsweise gereinigtes Fibrinogen in Betracht, das 
Faktor XHI bereits enthalt Daneben eignet sich aber 
auch Kryoprazipitat, in dem erfahrungsgem&B neben 
Faktor XIII auch alphaa-Antiplasmin und Humanalbu- 
min vorliegen. Ein Klebstoff vergleichbarer Wirkung 
kann aber auch aus den emzelhen Komponenten durch 
Mischen hergestellt werden, nfimlich: Humanfibrinogen, 
Faktor XIII (aus Plasma oder auch Plazenta), Plasmin- 
Inhibitoren, Prothrombinfaktoren (Faktor II, VII, IX 
und X), Albumin, AT III und Calciumionen, einer Ver- 
bindung mit einem Harnstoff- oder Guanidinrest oder 
einer Aminos&ure mit hydrophober Seitenkette oder 
einer wasserlSsliche Fettsiiure. 

Das Gemisch der Wirkstoffe fOr den Kleber liegt vor- 
teilhafter Weise in fester Form, vorzugsweise als Ly- 
ophilisatvor. 

Vorzugsweise enthalt der Gewebekleber folgende 
Mengen gegebenenfalls pasteurisierter Wirkstoffe be- 
zogen auf 1 ml Anwendungsldsung: ' 

65_ H5 f bevorzugt70— 90 mg hochgereinigtes Human- 
fibrinogen, 
40-80 E Faktor XIII, 

t— 50, bevorzugt 10—30 IE PPSB (Prothrombinfakto- 
ren), bezogen auf F 1 1 (Prothrombin), 
0— 1 0 000 KIE Aprotinin, 
0 # 0t —50, bevorzugt 0,1 — 1 IE Antithrombin III, 
0— 5 USP-E Heparin und 

0,1 —5, bevorzugt 0,5— 1 mmol/1 Calciumionen, vorzugs- 
weise als Calciumchlorid. 

Als Stabilisatoren und Ldsungsvermittler kann der 
Kleber beispielsweise Glutaminat, L-Isoleucin, L-Argi- 
nin oder Humanaibumin enthalten. 

Das Gemisch der festen Wirkstoffe des Gewebekleb- 
stoffs kann in kurzer Zeit bei 20° C in Wasser oder ei- 
nem calciumionenhaltigen LSsungsmittel geldst werden. 
Der Kleber entwickelt innerhalb einer genOgend kurzen 
Zeit eine hohe Klebefestigkeit, wenn er auf das zu ver- 
bindende oder zu klebende Gewebe gebracht wird, oh- 
ne daB a!s zweite Komponente Thrombin erforderlich 
ist 

Demzufolge kann der Kleber mit einer einzigen 
Spritze in flOssiger Form aufgetragen werden, so daB 
Zubereitung, Handhabung und Anwendung einfach 
sind. Der Kleber ist vertrMglich und wird voll resorbiert. 

Dieser Einkomponenten-Kleber unterscheidet sich 
weder in der Klebezeit noch in der Reififestigkeit von 
einem Zwei-Komponenten-Kleber, wie in Klebeversu- 
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chen am Modell der Rattenhaut-Stanzwunde und bei 
der Klebung von kleinen Darmanastomosen beim 
Schwein gefunden wurde. Durch die Wahl einer optima- 
len Calciumionen-Konzentration der Ldsung, mit der 
man die lyophilisierten Wirkstoffe last, kann man die 
Klebef estigkeit noch verstarkeru 
Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung eriau- 



tern. 



Beispiel 1 



10 



Humanfibrinogen 

Humanalbumin 

Arginin 

Na-Glutaminat 

Isoleucin i 

FaktorXIII 

Aprotinin 

Prothrombin 

Antithrombin III 

NaCl 

tri-Natriumcitrat 
Calciumchlorid 



2 f 0g/100ml 

053 g/1 00 mi 

0,3g/100ml 

2.5g/l 

3,3 g/I 

20 000E/1 

250 000KIE/I 

5000 E/l(aIsFII berechn.) 

50E/I 

0 ( 05mol/l 

0,005 mol/1 

0,15 mmol/L 
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Zur Herstellung von 500 ml Gewebekleber wurden 
580 g pasteurisiertes, hochgereinigte Humanfibrinogen, 
das 2 Calciumionen pro Mol enthielt und nach EP 
01 03 196 gewonnen worden war, in 580 ml Puffer, pH 
75 (Dialysepuffer) mit folgender Zusammensetzung ge- 
lost: 



0,05 mol/1 NaCl 

0,005 mol/1 Tri-Natriumcitrat ^ 20 

05 g/1 00 ml L-Argininmonohydrochlorid 

Die so erhaltene Fibrinogenldsung wurde zweimal 16 
Stunden imd einmal 8 Stunden gegen je 36 1 Puffer 
derselben Zusammensetzung bei +4°Cdialysiert 

Das Volumen der Fibrinogenldsung betrug nach der 
Dialyse 1.53L Die Ldsung wurde anschlieBend 20 min 
bei 8000 g zentrifugiert Die optische Dichte der L6sung, 
gemessen bei 280 nm, betrug 47. Diese Ldsung wurde 
mit dem obigeh Puffer, dem die anderen Kleberkompo- 30 
nenten zugesetzt worden waren (s. unten), auf eine opti- 
sche Dichte (280 nm) von 35 bis 37, Ah. auf etwa 20 g/1 
Humanfibrinogen verdfinnt 

Im einzelnen wurde dabei folgenderraaBen verfahren: 
Die dialysierte und zentrifugierte Humanfibrinogenld- 35 
sung (1^3 1) wurde bei 35 bis 37°C nacheinander fiber 
Filter der Porenweiten 0,65 und 02 V> filtriert Zu der 
erhaltenen sterilen Fibrinogenldsung wurden 1175 ml 
pasteurisiertes F XIII-Konzentrat, enthaltend 350 E F 
XHI/ml physiologischer Kochsalzldsung, durch ein Fil- 40 
ter mit 0,2 \i Porenweite filtiert t 

Dann wurden 515000 KIE (Kalikrein Inhibitor Ejnhei- 
ten) Aprotinin, 5,13 g Na-Glutaminat 33,9 ml einer 20 . 
g/1 00 ml enthaltenden Humanalbuminldsung, 6,78 g Iso- 
leucin und 10000 E pasteurisiertes PPSB-Konzentrat 45 
(Prothrombinfaktoren-Konzentrat; Aktivit&t in Einhei- , 
ten bezogen auf F II), 1 00 E AT III (pasteurisiert) und 3,1 
ml 0,1 mol/1 CaCl 2 -Ldsung zugesetzt 

AnschlieBend wurde das Volumen mit Dialysepuffer 
auf 4075 ml aufgeffillt Diese Losung wurde fiber ein so 
Filter mit 0,2 ji Porenweite zu der F XIH-haltigen Fibri- 
nogenldsung filtriert Es wurden etwa 2055 ml Losung ; 
von pH 75 und folgender Zusammensetzung erhalten : 



ophilisiert Es wurde ein farbloses. schnell ldsliches Ly- 
ophilisat erhalten. 

Zur Anwendung als Gewebekleber wurde eine Abffil- 
lung in 1 ml Ldsungsmittel auf genommen. 

Beispiel 2 

Zur Herstellung von 125 ml Gewebekleber wurden 
100 g einer pasteurisierten, hochgereinigten Humanfi- 
brinogenfraktion, gewonnen nach EP,01 03 196, in 112 
ml Dialysepuffer geldst und dreimal gegen je 10 1 dessel- 
ben Puffers wie in Beispiel 1 dialysiert Das Volumen der 
konzentrierten Fibrinogenldsung betrug nach Dialyse 
269 mL Sie wurde 20 min bei 8000 g zentrifugiert Die 
optische Dichte der Ldsung bei 280 nm betrug 69,2. Mit 
einem Puffer, dessen Zusammensetzung dem Dialyse- 
puffer entspricht und dem alle anderen Kleberbestand- 
teile beigemischt sind, wurde die Ldsung so verdfinnt, 
daB eine optische Dichte bei 280 nm von 35-37, bezo- 
gen auf das Fibrinogen, erreicht wurde. 

Dabei wurde wie folgt verfahren; 
' 127 ml vorgelegtem Puffer wurden 8,2 ml Humanal- 
bumin-Ldsung, die 20 g Humanalbumin pro 100 ml Ld- 
sung enthielt, 6 ml Aprotinin mit 125000 KIE und 50 ml 
Prothrombinkonzentrat, enthaltend 2500 E Faktor II 
und 25 EAT III zugeffigt Darin wurden 1,65 g L-Isoleu- 
cin und 1,25 g Na-Glutaminat geldst und anschlieBend 
40 ml F XIII-Konzentrat, enthaltend 10000, E F.XIII 
* zugeffigt, homogen gemischt und der pH-Wert^der Ld- 
sung auf pH 75 korrigiert : -v. -ivi ' 

AnschlieBend wurde diese Ldsung mit der oben be- 
schriebenen Fibrinogenldsung und 0,75 ml einer 0,1 mo- 
laren : CaCk-Ldsung < homogen gemischt ? und bei 
35 - 37°C fiber ein Filter der Porenweite von 0,2 \i steril- 
filtriert Es wurden etwa 500 ml sterile Ldsung der Zu- 
sammensetzung wie im Beispiel 1 erhalten. Diese Ld- 
sung wurde in 4-ml-Mengen abgefOUt und lyophilisiert 
Es wurde ein farbloses, schnell ldsliches Lyophilisat er- 
halten. '• 

Zur Anwendung als Gewebekleber wird eine Abfttl- 
lung in t ml Ldsungsmittel aufgenommen. ■ ; r .it 



55 



60 



65 



Die sterile Ldsung wurde zu 4 ml abgefflllt und ly- 



